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Abstract
Leucine is known to stimulate protein synthesis by enhancing mammalian target of rapamycin 
complex １（mTORC１）activity.　However, previous studies on leucine mediated activation of mTORC１ 
were performed in food-deprived animals or in animals fed with diets high in leucine.　In addition, 
there are no reports on the effect of diet on leucine mediated mTORC１ activation.　Thus, we aimed 
to evaluate the effect of ingestion of diet, alone or in combination with leucine administration, on 
leucine mediated activation of mTORC１.　To do this, mTORC１ activation was studied in mice which 
were fed with the diet after administration of leucine and compared with controls which were fed 
only the diet.　Leucine was administered at １.３５ mg/g body weight in the leucine groups.　Food 
intake was similar in the control and leucine groups.　One hour post ingestion of the diet, the 
leucine administered groups showed an increase in the phosphorylation of eukaryotic initiation 
factor ４E-binding protein １（４EBP１）and ７０-kDa ribosomal protein S６ kinase １（S６K１）, both of 
which are mTORC１ substrates.　Moreover, at ５ hours after ingestion of the diet, the leucine groups 
showed phosphorylation of ４EBP１ and S６K１ at a level significantly higher than that seen after １ 
hour.　These results suggest that leucine mediated mTORC１ activation cannot be reproduced with 
ingestion of diet alone, and that mTORC１ activation by leucine ingestion is enhanced ５ hours after 
ingestion of the diet.
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要　旨
ロイシンは mTORC１ を活性化し、筋タンパク質合成を促進することが知られている。しかし、これ
までの研究は空腹時あるいは高ロイシン食を継続的に摂取した条件で行われており、ロイシンの mTORC１ 
活性化への食事の影響は報告されていない。そこで、本研究では、ロイシン摂取後に食事を摂取した場
合、ロイシンによる mTORC１ の活性化は認められるか、あるいは食事摂取のみでも同等の mTORC１ 
活性が誘導されるかを明らかにすることを目的とした。マウスへロイシンを １.３５mg/g 体重で経口投与
し、食事を摂食させた。摂食量はコントロール群とロイシン群で差はなかった。mTORC１ の基質であ
る ４EBP１ と S６K１ のリン酸化は、食事開始１時間においてロイシン群で増加し、さらに、食事開始５
時間では最も高値を示していた。これらの結果から、ロイシンによる mTORC１ 活性化は、食事のみで
は同様の作用を示すことができず、食事開始５時間で大きく活性化されることが明らかとなった。
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研究ノート 
Ⅰ　は じ め に
食事に含まれるタンパク質、アミノ酸の第一
の栄養学的機能は、体タンパク質合成の基質と
なることである。一方、分岐鎖アミノ酸やアル
ギニンをはじめとするアミノ酸は転写・翻訳、
ホルモン分泌などを調節する生体機能調節因子
としても作用する１）。特に、分岐鎖アミノ酸で
あるロイシンは筋タンパク質合成を促進するこ
とがラット２，３）、ブタ４８）、ヒト９，１０）において報
告されている。ロイシンによる筋タンパク質合
成促進作用は、mammalian target of rapamy-
cin complex １（mTORC１）というセリン/スレ
オニンキナーゼが eukaryotic initiation factor 
４E（eIF４E）-binding protein １（４EBP１）や ７０-
kDa ribosomal protein S６ kinase １（S６K１）を
リン酸化することにより生じている５）。
翻訳の開始段階では、eIF４E が mRNA の
キャップ構造へリクルートされ、次に、eIF４E 
を足場として eIF４G が結合する１１１３）。この段 
階は、翻訳を開始させる重要なものであり、
４EBP１ により調節されている。４EBP１ は、
eIF４G と競合して eIF４E に結合し、翻訳を抑 
制する。４EBP１ の eIF４E との結合能力は、
mTORC１ によりリン酸化されることで低下し、
これにより翻訳開始が促進される。一方、S６K１ 
は mTORC１ によりリン酸化されることで活性
化する。活性化した S６K１ は、ribosomal pro-
tein S６ や、eIF４A のヘリカーゼ活性を増加さ
せる eIF４B などをリン酸化することにより翻訳
を促進する１４）。
上記のようにロイシンは mTORC１ を活性化
し、筋タンパク質合成を促進することが数多く
報告されている。しかし、それらの研究は空腹
時あるいは高ロイシン食を継続的に摂取した条
件で行われており、実生活においてロイシンの
みを空腹時に摂取することはなく、また、高ロ
イシン食を継続的に摂取することも少ない。さ
らに、ロイシン摂取による mTORC１ 活性化、
筋タンパク質合成促進作用に対する食事の影 
響は報告されておらず、食事性タンパク質が 
４EBP１ のリン酸化と筋タンパク質合成を促進す
ることのみ報告されている１５）。つまり、ロイシ
ン摂取後に食事を摂取した場合、ロイシンの 
mTORC１ 活性化作用は認められるか、あるい
は食事摂取のみでも、ロイシンと食事の摂取と
同等の mTORC１ 活性化が誘導されるかは明ら
かになっていない。そこで、本研究では、ロイ
シン摂取後に食事を摂取させ、ロイシン摂取に
よる mTORC１ 活性化作用への食事の影響につ
いて検討した。
Ⅱ　方　　　法
１．実験動物および飼育、解剖条件
実験動物は、７　 週齢の雄性 C５７BL/６J マウス
（日本エスエルシー㈱、静岡）を用いた。マウ
スは木製チップの床敷きの入ったプラスチック
ケージで単飼した。動物は、温度２２±３℃、湿
度５５±７％、１２時間ごとの明暗サイクル（明期
７：００１９：００、暗期１９：００７：００）の環境下
で飼育し、水道水を自由飲水させた。飼料は、
米国国立栄養研究所により発表されたげっ歯類
の実験動物用飼料の標準組成である AIN９３G 組
成の飼料を用いた（Table １）１６）。３
　 日間の予備
飼育期間中、飼料は自由摂取させた。４　 日目か
らはロイシン経口投与後の飼料摂食開始時刻を
極力同時にするため、明期開始時刻（７：００）
から絶食させ、暗期開始２時間後（２１：００）に
水道水を １０μl/g 体重で経口投与し、その後の
暗期１０時間は飼料を自由摂食させた。５　 日目か
らは水道水の代わりにビークルである０.２％キサ
ンタンガム生理食塩水を経口投与した。８　 日目
の暗期開始２時間後に０.２％キサンタンガム生理
食塩水あるいはロイシン溶液（１.３５mg/１０μl/g 
体重）を経口投与し、飼料を自由摂食させた。
摂食量は経口投与１、３
　
 、５
　
 時間後に測定し、
各時間において各群の３匹ずつを頸椎脱臼し、
足底筋を採取した。足底筋は採取直後に生理食
塩水で洗い、液体窒素により瞬間凍結し、分析
まで－８０℃で保存した。
本研究は、長崎国際大学健康管理学部研究等
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倫理委員会及び動物実験委員会にて承認を得た
後に実施した（承認番号 １７A０５）。動物実験は、
長崎国際大学動物実験に関する規程を順守して
行った。
２．総タンパク質抽出
足底筋は１０倍容のホモジナイズ緩衝液【２０ 
mM N（２ヒドロキシエチル）ピペラジンN’ 
２エタンスルホン酸（HEPES）pH ７.４、１００mM 
塩化カリウム、０.２mM エチレンジアミン四酢酸
（EDTA）、２　 mM グリコールエーテルジアミン
四酢酸（EGTA）、１　 mM ジチオスレイトール
（DTT）、５０mM ふっ化ナトリウム、５０mMβ 
グリセロりん酸、０.１mM ふっ化フェニルメチル
スルホニル、１　 mM ベンズアミジン、０.５mM 
オルトバナジン（V）酸ナトリウム】を用い 
て、ビーズ式破砕機でホモジナイズした。その
後、４
　
 ℃ １０,０００×g で１０分間遠心分離した。上
清の総タンパク質濃度は、タカラバイオ社の 
TaKaRa Bradford Protein Assay Kit を用い
て測定した。
３．SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動
タンパク質抽出液の総タンパク質濃度をホモ
ジナイズバッファーで６mg/ml に調整し、６　 ×
サンプルバッファー【０.３５M トリス（ヒドロキ
シメチル）アミノメタン pH ６.８、１０％ SDS、 
３０％グリセロール、９.３％ ジチオスレイトール、
０.０１２％ブロモフェノールブルー】を１×になる
ように１：５の割合で混合した。その後、１００℃
で５分間加熱処理後、氷冷した。電気泳動は、
１５％ポリアクリルアミドゲル（４EBP１）、１０％
ポリアクリルアミドゲル（S６K１）を用い、１ウェ
ルあたり１５μg/３μl（４EBP１）、３０μg/６μl（S６K１）
をアプライして行った。
４．Western blotting
電気泳動後、タンパク質をメルクミリポア社
製のポリフッ化ビニリデン膜（PVDF 膜）に転
写した。４EBP１ は分子量が１５―２０kDa である
ため ０.２μm の PVDF 膜を使用し、S６K１ は ７０ 
kDa であるため ０.４５μm の PVDF 膜を用いた。
転写後、PVDF 膜は、５　 ％スキムミルク/０.１％ 
Tween ２０トリス緩衝生理食塩水（TBST）で
ブロッキングし、TBST で５分×３回洗浄した。
その後、Cell Signaling Technology 社の抗 
４EBP１ 抗体（#９６４４）、抗 pS６K１ 抗体（Thr 
３８９；#９２３４）を５％ウシ血清アルブミン/TBST 
で１：１,０００の割合になるように希釈し、室温で 
PVDF 膜と反応させた。TBST で５分×３回洗
浄し、Cell Signaling Technology 社のペルオ
キシダーゼ標識抗ウサギ IgG 抗体を５％スキム
ミルク/TBST で１：２,０００の割合になるように
希釈し、室温で PVDF 膜と反応させた。TBST 
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Table １　Composition of the AIN９３G diet
Ingredient
g/kg diet
３９７.４８６Cornstarch
２００Casein
１３２Maltodextrin
１００Sucrose
 ７０Soybean oil
 ５０Cellulose
 ３５Mineral mix
 １０Vitamin mix
　３L-Cystine
　２.５Choline bitartrate
　０.０１４Tert-butylhydroquinone
で５分×３回洗浄し、ナカライテスク社の化学
発光検出試薬（ケミルミワン Super）を用いて
標的タンパク質を検出した。検出器はバイオラッ
ド社の ChemiDoc XRS Plus システムを用いて
行った。次に総 S６K１ を検出するため、pS６K１ を
検出した PVDF 膜を TBST で５分×２回洗浄
し、ストリッピング緩衝液【６M グアニジン塩
酸塩、０.２％ノニデット P４０、１０mM ジチオスレ
イトール、２０mM トリス（ヒドロキシメチル）
アミノメタン pH ７.５】１７）で５分×２回洗浄する
ことで抗体を PVDF 膜から除去した。さらに 
TBST で３分×４回洗浄し、ブロッキングから
再度行った。その際、抗総 S６K１ 抗体（#２７０８）
は Cell Signaling Technology 社製のものを使
用した。検出された標的タンパク質のバンドの
定量は、バイオラッド社の Image Lab ５.２.１ に
より行った。
５．統計解析
測定値はすべて平均値±標準誤差（SE）で示
した。２　 群間の有意差検定は、スチューデント
の t 検定により行い、群内の比較は Tukey の多
重比較検定を用いた。すべての検定は、５　 ％未
満の危険率で有意とみなした。統計処理は、オー
エムエス出版の Statcel４ を用いて行った。
Ⅲ　結　　　果
１．摂食量
経口投与後の摂食量は、食事開始１時間、３　 
時間、５　 時間においてコントロール群とロイシ
ン群の間に有意な差は認められなかった（図
１）。一方、コントロール群、ロイシン群の両
群において摂食量は食事開始１時間、３　 時間、
５　 時間と時間の経過とともに増加していた。
２．４EBP１、S６K１ のリン酸化量
SDSポリアクリルアミド電気泳動において 
４EBP１ は、リン酸の程度によりα、β、γの３
つのアイソフォームに分離される。もっとも高
度にリン酸化された ４EBP１ が、γフォームで
あり、もっとも高分子量の位置に検出される。
３　 つのアイソフォームのうちγフォームのみが、
eIF４E との結合能力を失っている。そのため、
本研究では ４EBP１ のリン酸化を総 ４EBP１ に対
するγフォームの割合で示した。
図２Aに示したように、食事開始１時間にお
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Figure １
Average food intake of mice fed AIN９３G diet after leucine administration is shown.　At any 
given time, the food intake was similar between the control and leucine groups.　However, across 
different time points, food intake varied within the same group（for a given group, values 
marked with different letter indicate significant difference, P＜０.０５; * indicates significantly 
different from the control, P＜０.０５; data are expressed as mean±SE for n＝３.）.
ける ４EBP１ のリン酸化は、食事のみを摂取し
たコントロール群と比べ、ロイシンと食事を摂
取したロイシン群で有意に増加していた。一方、
食事開始３時間における ４EBP１ のリン酸化に
は、コントロール群とロイシン群に差は認めら
れなかった。しかし、食事開始５時間では、コ
ントロール群と比較し、ロイシン群の ４EBP１ 
のリン酸化は有意に増加した。次に、各群にお
いて食事開始１、３　 、５　 時間の ４EBP１ のリン
酸化を比較したところ、コントロール群では変
化は認められなかった。しかし、ロイシン群で
は食事開始１、３　 時間と比べ、食事開始５時間
で ４EBP１ のリン酸化は有意に増加していた。
S６K１ のリン酸化は、食事開始１時間ではコ
ントロール群と比較してロイシン群で増加傾向
を示していた（P＝０.０８）（図２B）。一方、食事
開始３時間での S６K１ のリン酸化は、コントロー
ル群とロイシン群で差は認められなかった。し
かし、食事開始５時間では、コントロール群と
比べロイシン群の S６K１ のリン酸化は、有意に
増加した。次に、コントロール群において食事
開始１時間、３　 時間、５　 時間の S６K１ のリン酸
化を比較したところ、有意な変化は認められな
かった。一方、ロイシン群では食事開始１時間
と比較すると、食事開始３時間の S６K１ のリン
酸化は低値を示し、食事開始５時間では高値を
示していたが、有意な変化ではなかった。しか
し、食事開始３時間と比べ、食事開始５時間で
は S６K１ のリン酸化は有意に増加していた。
以上の結果から、空腹時において食事のみの
摂取に比べロイシンと食事の摂取は ４EBP１ と 
S６K１ のリン酸化を増加させることが明らかと
なった。さらに、その増加作用は、食事開始か
らの時間により変化するが、食事開始５時間で
さらに増加することが示された。
Ⅳ　考　　　察
本研究において我々は、ロイシン摂取後に食
事を摂取した場合、ロイシンの mTORC１ 活性
化作用は認められるか、あるいは食事摂取のみ
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Figure ２
Change in the phosphorylation of ４EBP１  and S６K１ at Thr３８９  in plantaris muscle of 
mice fed AIN９３G diet after vehicle or leucine administration.　４EBP１ is resolved 
electrophoretically into multiple bands on SDS-polyacrylamide gels.　The most highly 
phosphorylated form, i.e., the γ-form, exhibits the slowest mobility.　Across different time 
points, although the phosphorylation of both ４EBP１ and S６K１ in leucine group changed, 
those in control group did not change significantly.　Values with different letter cases differ 
significantly within groups（P＜０.０５）.　* indicates significantly different from the control group, 
P＜０.０５. Data are expressed as mean±SE for n＝３.
でも同等の mTORC１ 活性化が誘導されるかを
明らかにするため、マウスへロイシンを経口投
与し、AIN９３G 組成の食事を摂取させた。その
結果、ロイシン摂取による mTORC１ 活性化作
用は、食事開始からの時間により変化するが、
ロイシン摂取後に食事を摂取しても観察され、
食事のみでは同様の作用を示すことはできない
ことが明らかとなった。
経口投与後の摂食量は、時間の経過とともに
増加したが、コントロール群とロイシン群で差
はなかった（図１）。しかし、食事開始１時間
ではロイシン群の ４EBP１ のリン酸化は、コン
トロール群と比べ有意に増加し、S６K１ も増加
傾向を示していた（図２Ａ、Ｂ）。一方、食事
開始３時間においては食事開始１時間で見られ
ていた ４EBP１ の有意差は認められなくなり、
S６K１ のリン酸化も低下していた。これまでの
研究により空腹時のラットへロイシンのみを摂
取させた場合、mTORC１ の基質である ４EBP１ 
と S６K１ のリン酸化は、３０分あるいは１時間で
最大となり、ロイシン摂取３時間以降は基底レ
ベルに戻ることが示されている１８，１９）。また、ブ
タにロイシンを単独で静脈投与すると ４EBP１、
S６K１ のリン酸化やタンパク質合成率は、ロイ
シン投与後１時間で増加するが、イソロイシン
やバリンなどいくつかの血中アミノ酸濃度は 
低下し、さらに、ロイシン投与後２時間では 
４EBP１、S６K１ のリン酸化や筋タンパク質合成
率が低下することが報告されている４）。これら
の結果から、ロイシンにより mTORC１ が活性
化され、タンパク質合成が強力に促進されると
タンパク質の基質であるアミノ酸が欠乏し、ロ
イシン摂取後３時間程度では mTORC１ が阻害
されると考えられる。実際に、アミノ酸欠乏状
態では mTORC１ の活性が低下していることが
多く報告されている２０２２）。
一方、食事開始５時間において、我々は、ロ
イシン群で ４EBP１ と S６K１ のリン酸化の増加
を再び検出した。ブタにロイシンを単独で静脈
投与するとイソロイシンやバリンなどの血中ア
ミノ酸濃度が低下するのに対し、血中アミノ酸
濃度が低下しないようにロイシンと同時に他の
アミノ酸を静脈投与した場合、４EBP１ のリン酸
化、筋タンパク質合成率を高く維持できるこ 
とが示されている８）。このことから、食事開 
始５時間で見られたロイシン群の ４EBP１ と 
S６K１ のリン酸化の増加は、継続的な食事によ 
り mTORC１ の再活性化に必要となる十分な量
のタンパク質が消化・吸収され、アミノ酸が補
給されることで生じたと考えられる。
これらのことを総合して考えると、ロイシン
の単独摂取に比べ、ロイシンと食事を同時に摂
取することによりロイシン以外のアミノ酸も補
給され、mTORC１ はより活性化されると考え
られる。さらに、体内のアミノ酸が増加してい
る食後にロイシンを摂取することで mTORC１ 
の活性を維持することができ、タンパク質合 
成をより促進することができると推測される。
つまり、実生活においてサプリメントとして 
ロイシンを摂取後に食事を摂取することは、
mTORC１ の活性化を促進し、運動パフォーマ 
ンス向上のための筋肉増強や、サルコペニアの
予防・改善などに有効であることが示唆される。
しかし、本研究は、タンパク質合成率あるいは
タンパク質合成量は測定できておらず、５　 時間
という筋タンパク質代謝に対しては短時間での
実験であり、さらにロイシンも単回摂取である。
そのため、ヒトの実生活において筋タンパク質
量増加に効果的であるかはさらになる研究が必
要である。
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